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(57) Abstract: The invention relates to novel cytochrome P450 monooxygenases consisting of thennophilic bacteria, especially the 
species Thermus sp., nucleotide sequences coding for the same, the recombinant production of said monooxygenases and the use 
thereof for the microbiologica} oxidation of oiganic compounds. 



(57) Zusammenfassaog: Die Erfindung betrifit neuardge cytochrom P450 Monooxygenasen aos thermophilen Bakterien, insbe- 
sondere der Gattung Theimos sp.. dafUr kodierende Nacleotidsequenzen, die xekombinante Heistelluiig dieser Monooxygenasen und 
^ deren Verwendung zur mikrobiologischen Oxidation oiganischer Veibindungen. 



wo 02/33057 PCT/EPOl/11958 

♦ 

1 . 

Cytochrom P450 Monooxvqenasen aus thermophilen Bakterien 

■ 

Die Erflndung betrifft neuartige Cytochrom P450 Monooxygenasen aus thermophi- 
len Bakterien, insbesondere der Gattung Thermus sp., dafQr kodierende Nucleo- 
5 tidsequenzen, die rekombinante Herstellung dieser Monooxygenasen und deren 
Verwendung zur mikrobiologischen Oxidation organischer Verbindungen. 

Cytochrom P450 Monooxygenasen besitzen die FShigkert technisch interessante 
Oxygenierungsreaktionen zu kataiysieren und werden daher seit einiger Zeit inten- 
10 siv untersucht So wurde beispielswelse die Cytochrom P450 Monooxygenase BM-3 
aus Bacillus megaterium isoliert und charakterisiert und ist mittlen/veile auf rekombt- 
nantem Weg zugSngiich (vgi. z.B. DE*A-1 99 35 1 15). 

• * » 

Diese Cytochrom P450-Monooxygenase kataiysiert gewdhnlich die subtemiinale 
IS Hydroxyliemng langkettiger, gesSttigter SSuren und der entsprechenden Amide und 
Aikohole davon oder die Epoxydation unges^kttigter langkettiger FettsSuren Oder 
gesdttigter FettsSuren mit mittierer Ketteniange. Die optimaie Ketteniange gesflttig- 
ter Fettsauren betrSgt 14 bis 16 Kohlenstoffatome. 

20 Die Struktur der Ham-DomSne von P450 BM-3 wurde durch Rdritgenstrukturanalyse 
bestimrtit Die Substratbindungsstelle liegt in Form einer langen tunneiartigen Off- 
nung vor, weiohe von der MolekQIoberflSche bis hin zum Hgim-MotekQI reicht und 
wird fast ausschile&lich von hydrophoben Aminosdureresten begrenzt. Die einzigen 
geladenen Reste an der Oberfiache der HSm-Domane sind die Reste Arg47 und 

25 Tyr51. Man nimmt an, da& diese an der Bindung der Cari^oxylatgmppe des Sub- 
strates durch Bildung einer WasserstoffbrQckenbindung beteiligt sind. Durch ge- 
zielte EinfOhrung von Punktmutationen ist es zwischenzeitlich gelungen, das Sub- 
stratspektrum dieses Enzyms zu erweitem. So kOhneh nuninehr'auch KQizeir- als' 
audi Igngerkettige Carbons3uren, Alkane, Alkene, Cycloalkane. Cycloalkene und 

30 verschiedenste Aromaten durch dieses Enzym 0)ddiert werden (vgi. DE-A-199 35 
115, 199 55 605, 100 11 723 und 100 14 085). 
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Urn die industrielle Anwendbarkeit dieser Enzymklasse weiter zu verbessem, ware 
es daher wunschenswert neue Cytochrom P450-Monooxygenasen zu finden, wel- 
che besser an industrielle Produktionsbedingungen angepasst sind, wis z.B. Enzy- 
me mit erhdhter themiischer Stabilitat. 

.5 

Aufgabe der voiilegenden Erfmdung war daher die Bereitsteliung von Cytochrom 
P450-Monooxygeriasen, welche besser an Industrielle Produktionsbedingungen 
angepasst sind 

10 Obige Aufgabe wurde geldst durch Bereitsteliung einer Cytochrom P450 Monooxy- 
genase, die dadurch gekennzeichnet ist dass sie eine Aminos^uresequenz auf- 
weist welche eine Teiisequenz von Amlnosaurerest Pro328 bis Glu345 gemSK SEQ 
ID N0:2 und vorzugsweise au&erdem eine Teiisequenz von Aminosdurerest Val216 
bis Ala227 gerndQ SEQ ID N0:2 umfasst 

15 

~Erfindungsgema& bevoizugte Cytochrom P450 Monooxygenasen weisen eine Ami- 
nosSureseqiieriz auf. welche wenigstens eine wertere Teiisequenz umfasst, die 
ausgewShIt ist unter einer Tellsequenzen von wenigstens 1 0 aufeinanderiblgenden 
Aminosaure aus den durch die Aminos3urereste Metl bis Phe327 und Giy346 bis 
20 AlaSSg gemaa SEQ ID N0:2 voiigegebenen Sequenzbereichen. 

Eine besonders bevorzugte Cytochrom P450 Monooxygenase besitzt eine Ami- 
nosauresequenz, welche im wesentiichen SEQ ID NO: 2 entspricht 

2S ErfindungsgemS&e Cytochrom P450 Monooxygenasen sind insbesondere aus 
thermophilen Bakterien, vorzugsweise der Gattung Thermus sp., wie z.B. der Spe- 
zies Thermus themophilus, Stamm HB27 (hinteriegt bei der DSM unter der Num- 
mer DSM7039) isolierbar. .Thermophile" Bakterien ernilen erfindungsgemaa die 
Temperaturtoleranzkriterien nach H.G. Schlegel, Allgemelne Mikrobiologie, Thieme 

30 Veriag Stuttgart, 5. Auflage , Seite 173, fOr thermophile und extrem themiophile Or- 
ganismen (d.h. Wachstumsoptimum bei Qber 40 "C). 
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Die erfindungsgem3(len Monooxygenase sind vorzugsweise durch eine erhphte 
Temperaturstabilitat gekennzeichnet Diese druckt sich in einem in Vergleich zum 
P450 BM-3 aus Bacillus megaterium geringeren Aktlvitatsveriust bei ertiohter Tem- 
peratur (z.B. in einem Bereich von 30 bis 60 ^C, pH 7,5, 25mM Tris/HCI) aus. 

Gemd& einer bevorzugten AusfDhmngsform wird erfindungsgemSQ eine Cytochrom 
P450 Monooxygenase aus dem themiophilen Balcterium T. themiophilus bereitge- 
stellt Das Protein besitzt ein Moiekulargewicht von etwa 44 kDa (bestimmt durch 
SDS-Geleiektrophorese), ist I5slich und zeigt im reduzierten Zustand, oxidierten Zu- 

10 stand und als Carbonyl-Addukt ein Absorbtionsspektaim analog zu dem anderer 

P450 Enzyme. Aus Sequenzvergleiclien dieses erfindungsgemdden Enzyms aus T. 
— themiophyius und anderen bekannten P450 Enzymen konnten folgende Identrtaten 
bestimmt werden: P450 Bi^3, 32% Identitat; CYP119, 29% Identitat; P450eryF, 
31% Identitat. Das erfindungsgemS&e Enzym zeigt eine au&erordentliche Tiiermo- 

15 stabilitat, veranschaulicht durch eine Schmelztemperatur von etwa SS^'C, welcher 
Wert urn SO^'C Qber demjenigen IDr P450cam liegt 

■ • ' * 

Gegenstand der Erflndung sind weiterhin Oiigonukleotide, welche mit einer Nuklein- 
s3uresequenz hybridisieren. die fQr eine erfindungsgemSde Cytochrom P450 Mo- 
20 nooxygenase kodiert. 

Insbesondere sind Gegenstand der Erfindung auch solche Oligonukleotide, welche 
eine NukieinsSuresequenz umfessen, die im wesentlichen komplementdr ist zu ei- 
nem wenigstens 30 bis 45 aufeinanderfolgende Nukleotidreste umfassenden Nu- 
25 kleotidsequenzbereichgema&SEQIDNOil. 

. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Polynuldeotide, welche mit einem 
Oligonukleotid gemSft obiger Definition hybridisieren und fQr eine Cytochrom P450 
Monooxygenase kodieren, insbesondere eine Cytochrom P450 Monooxygenase 
30 aus anderen Mikroorganismen, >vie z.B. solchen der Gattung Thermus sp.. 
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Gegenstand der Erfindung sind insbesondere auch PblynuWeotide, die fQr eine 

• « 

Cytochrom P450 Monooxygenase gemSR oblger Definition Itodieren, sowie dazu 
{(omplementSre Poiynukleotide. 

5 Bevorzugte Polynukleotlde sind solche, die im wesentllchen eine Nuideinsaurese- 
quenz gem§B SEQ ID NO: 1 besitzen, sowie die dazu komplementaren und davon 
abgeleiteten Nukleinsauresequenzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Expressipnskassetten ziir rekombl- 
10 nanten Herstellung erfindungsgem&Rer Monooxygenasen, umfassend wenigstens 
eine regulatorische NuklelnsSuresequenz operativ verknOpft mit wenigstens einer 
aefoBefrangegebenen^ — ; 

Welter Gegenstande der Erfindung betreffen rekombinanter Vektoren, welche we- 
15 nigstens ein Polynukleotkl oder wenigstens eine Expressionskassiette gem3& oblger 
Definition tragen; sowie Mikroorganismen. enthaltend wenigstens einen solchen 
rekomblnanten Vektor, sowie Verfahren zur Herstellung erfindungsgemaBer Cyto- 
chrom P450 Monooxygenasen, bei welchen man einen Mikroorganismus, welcher 
Cytochrom P450 Monooxygenase produziert, kultiviert und die Monooxygenase aus 
20 der Kultur Isoliert. 

Die erfindungsgemai^en Enzyme und davon ableitbaren Mutanten sind als Biokata- 
lysatoren fQr unterschiedliche biochemische Oxygenierungsreaktionen organischer 
Verbindungen von techntscher Bedeutung brauchbar. In analoger Weise sind auch 
25 die erfindungsgem^Ben rekomblnanten Mikroorganismen zur DurchtDhaing solcher 
Oxygenierungsreaktionen einsetzbar. 

...... .... . .... 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur niikroblologi^ 

schen Oxidation einer organlschen Verbindung, wobei man diese Veri^indung mIt 

30 wenigstens einer erfindungsgemSBen Cytochrom P450 Monooxygenase umsetzt. 

Vorzugsweise wird dieses Verfahren so durch gefQhrt, dass man 

a1) einen rekomblnanten Mikroorganismus gem^l^ obiger Definition in 
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einem Kulturmedium. in Gegenwart der exogenen (von au&en zuge- 
setzlen) oder intermediar gebildeten organischen Verbindung. welche 
ein Substrat der Monooxygenase ist, vorzugsweise in Gegenwart von 
Sauerstoff und gegebenenfalls einem Elektronendonor, kuttiviert; pder 
a2) ein Substrat-haltiges Reatctionsmedium. vorzugsweise in Gegenwart 
von Sauerstoff und einem Elektronendonor, mit einer erfindungsge- 
maden Cytochrom P450 Monooxygenase inkubiert; und 
b) das gebildete Oxidationsprodukt Oder ein Folgeprodukt davon ails dem 
Medium isoliert 

Das exogene oder intermediir gebildete Substrat kann dabei ausgewdhlt sein unter. 
— — — gegebenenfalls- substituierten -N-r O— oder-S-heterocyclisehen ein-, 

* * 

zwei- Oder mehrkemigen aromatisclien Verbindungen; 
b) gegebenenfalls substituierten ein- oder mehrkemigen Aromaten; 
15 c) geradketb'gen Oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 

d) gegebenenfells substituierten Cycloalkanen und Cycloalkenen; und 

e) aliphatischen, vorzugsweise terminal gesSttigten. Carbonsduren. 

Nach einer ersten bevorzugten Variante des erfindungsgemSden Verfahrens wird 
20 die Oxidation durch Kultivierung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff 
bei einer Kultivierungstemperatur von mindestens etwa 20 und einem pH-Wert 
von etwa 6 bis 9 durchfDhrt 



Nach einer zweiten bevorzugten Variante des erfindungsgem^iien Vertehrens setzt 
25 man ais exogenes Substrat wenigstens eine Verbindung, ausgewShlt unter den 
oben definierten Gruppen a) bis a), einem Medium zu urid fQhrt die Oxidation durch 
enzymatische Umsetzung des substrathaltiges Mediums in Gegenwart von Sauer- 
stoff bei einer Temperatur von mindestens etwa 20^0 und einem pH-Wert von &m 
6 bis 9 durch, wobei das substrathaltige Medium auQerdem bezogen auf das Sub- 
30 strat einen etwa 10- bis 100-fachen molaren Oberschu& an Reduktionsaquivalenten 
(Elektronendonor) enthatt 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 02/33057 PCT/EPOl/11958 

6 

Oblge Verfahren konnen bevorzugt in Bloreaktoren durchgefQhrt werden. Gegen- 
stand der Erfindung sind daher solche Bioreaktoren, umfassend wenigstens eine 
erfindungsgemSBe Monooxygenase oder wenigstens einen rekombinanten Mikroor- 
ganismus, gegebenenfalls jeweils in immobilislerter Fohd. 

5 

Sphliediich betrifft die Eifindung die Verwendung einer Cytochrom P450 Monooxy- 
genase, eines Vektors oder eines l\4ikroorganismus gemSft vorliegender Eifindung 
zur mikrobiologischen Oxidation oben genannter organisciier Verbindungsklassen. 

10 Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf beiliegenden Figuren nSher erISutert. 
Dabei zeigt 



Figur 1 einen Sequenzvergleich von P450 aus Thermus tiiermophilus m\l der H^m- 
Domane von P450 BM3 aus Bacillus megaterium. Doppelt unterstriclien 1st dabei 
15 die HSm-Bindungsstelle gezeigt (Cys400 in P450 BM3 ist der Cysteinrest, der mit 
dem Eisenatom der prosthetischen Gruppe koordiniert). Einfach unterstrichen ist die 
Region die In Kontakt steht mit dem T-Ende der FettsSurekette. Die Grad der Ober- 
einstimmung ist durch verschledenen Symbole gekennzelchnet("*" = identische Re- 
sts; ":"und "." =ahnliche Reste). 

20 

Figur 2 zeigt das Ergebnis eines Vergleichstests zzur Bestimmung der Thermosta- 
bilftat von P450 BM3 und P450 aus Thermus sp.. Die TliennostabilitSt wurde spek- 
trometrisch im Weilenl§ngenbereich zwischen 400 und SOOnm Qber den H&xn- 
Gruppen-Gehalt bestimmt 

25 

ErfindungsgemaH mit umfasst sind ebenfalls .funlctionale Aquivalente* der konkret 
. ... offenbarten neuen P450 IMonooxygenasen. 

— 

.Funktionale Aquivalente" oder Analoga der konkret offenbarten Monooxygenasen 
30 sind im Rahmen der vortiegenden Erfindung davon verscliiedene Enzyme, wetctie 
weitettiin die gewQnsctite SubstratspezifitSt im Rahmen wenigstens einer der oben 
bezeichneten Oxidationsreaktionen a) bis e) besitzen und /oder im Vergleich zu 
P450 BMZ eine eriiShte Tiiennostabilitat, z.B. bei Temperaturen im Bereidi von et- 
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wa 30 bis 60 und gegebenenfalls hoheren Temperaturen nach SO-minUtiger Be- 
handiung in 25mM Tris/HCI, besrtzen. 

Unter "funktionalen Aquivalenten*' versteht man erfindungsgemali insbesondere 
5 Mutanten, welche in wenlgstens elner der oben genannten Sequenzpositionen eine 
andere als die l^onkret genannte Aminosaure aufweisen aber trotzdem eine der 
oben genannten Oxidaf onsreaktionen l<atalysieren. "Funktionale Aquivalente" um- 
fassen somit die durch eine oder mehrere, wie z.B. 1 bis 30 oder 1 bis 20 oder 1 bis 
10, AmlnosSure-Additioneh, -Substituenten, -Deletionen und/oder -Inverslonen er- 
10 haWichen l\/Iutanten, wobei die genannten VerSnderungen in jeglicher Se- 
quenzposition auflreten kSnnen, solange sie zu elner Mutante mit dem eifindungs- 
gemd&en Eigenschaftsprofil fOhren^Funktionale Aquivalenz ist insbesondere auch 
dann gegeben, wenn die Reaktivit^tsmuster zwischen Mutante und unverandertem 
Enzym quaiitativ uberernstimmen, d.h. beispielsweise gleiche Substrate mit unter- 
15 scliiedlicher Geschwindigkeit umgesetzt werden. 

Erfindungsgema& mit umfasste .funktionale Aquivalente" weisen eine von SEQ ID 
NO:2 in mindestens einer Position abweichende Aminosduresequenz auf, wobei die 
Veranderung in der Sequenz die Monooxygenase Aktivitat vorzugsweise nur unwe- 
20 sentlich, das heiHt um nicht mehr als etwa ± 90%, insbesondere ± 50% oder nicht 
melir als ± 30% verSndert. Diese Verandemng kann unter Verwendung eines Refe- 
renzsubstrates, wie zum Beispiel p-lonon, unter standardisierten Bedingungen (zum 
Beispiei 0,1 bis 0,5 M Substrat, pH-Bereich 6 bis 8, insbesondere 7; T = 60 bis 
yo^'C, insbesondere 65°C) bestimmt werden. 

25 

ErfindungsgemSB mit umfasste .funkttonale Aquivalente" sind l^omotoge zu den 

. .konkret offenbarten Prqteinen. Diese besitzen wenlgstens 60 %, vorzugsweise we- 

• ■ • • - • ■ 

nigstens 75% ins besondere wenigsten 85 %, wie zB. 90%, 95% oder 99%, Ho- 
mologie zu einer der konlaet offenbarten Sequenzen, berechnet nach dem Algo- 
30 rithmus von Pearson und Lipman, Proc. Natl. Acad, Sci. (USA) 85(8), 1988. 2444- 
2448. 
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Homologe der erfindungsgemSHen Proteine oder Polypeptide konnen durch Muta- 
genese erzeugt werden, z.B. durch Punktmutation oder VerkOrzung des Proteins. 

Homologe des erfindungsgemaHen Proteine kSnnen durch Screening kombinatori- 
5 scher Banken von Mutanten, wie z.B. VerkOrzungsmutanten, identifiziert werden. 
Beispielsweise kann eine variegierte Bank von Protein-Varianten durch kombinato- 
rische Mutagenese auf NukleinsSureebene erzeugt werden, wie z.B. durch enzynna- 
tisches Ligieren eines Gemisches synthetischer Oligonukleotlde. Es gibt eine Viel- 
zahl von Verfahren, die zur Herstellung von Banken potentieller Homologer aus ei- 
10 ner degenerierten Oligonukleotidsequenz venAfendet werden kdnnen. Die cheml- 
sche Synthese einer degenerierten Gensequenz kann in einem DNA- 
Syntheseautomaten durchgefDhrt werden, und das synthetische Gen kann dann in 
einen geeigneten Expressionsvektor tigiert werden. Die VenA/endung eines degene- 
rierten Gensatzes ermogiicht die Bereitsteliung s^mtlicher Sequenzen in einem 
IS Gemisch, die den gewQnschten Satz an potentieilen Protelnsequenzen codieren. 
Verfahren zur Synthese degenerierter Oligonukleotide sind dem Fachmann be- 
kannt (Z.B. Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al. (1984) Annu. Rev. 
Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science 198:1056; Ike et al. (1983) Nucleic 
Adds Res. 11:477). 

20 

"Funktionale Aquivalente" umfassen natQriich auch P450-Monooxygenasenp welche 
aus anderen Organismen, z.B. aus anderen als den hierin konkret genannten Bak- 
terien, zugdnglich sind, sowie natQriich voricommende Varianten. Beispielsweise 
lessen sich durch Sequenzverglelch Bereiche homologer Sequenzregionen festle- 
25 gen und in Aniehnung an die konkreten Vorgaben der Erfindung aquivalente Enzy- 
me ermitteln. 

; • ■ .... 

~ ■ * ■ 

Erfindungsgema& oxidieri^are Substrate der Gruppe a) sind gegebenehfafis substi- ' 
tuierte heterocyclische ein-, zwei- oder mehrkernigen aromatischen Verbindungen; 
30 insbesondere oxidierbare oder hydroxylieriDare N-, O- oder S-heterocyclische ein-, 
zwei- Oder mehrkemige aromatische Vert^indungen. Sie umfassen z.B. zwei oder 
drei vier- bis siebengliedrige, insbesondere sechs- oder ftjnfgliedrige, kondensierte 
Ringe, wobel wenigstens einer, vorzugsweise alle Ringe aromatischen Charakter 
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besitzen und wobei wenigstens einer der aromatischen Ringe ein bis drei, vorzugs- 
weise ein N-, O- oder S-Heteroatom Im Ring tragt. In der gesamten Ringstruktur 
konnen gegebenenfails ein oder zwei weitere gleiche oder verschiedene Heteroa- 
tome enthalten sein. Die aromatischen Verbindungen konnen weiterhin 1 bis i5 Sub* 

5 stituenten an den Ring^KohlenstofF- oder an den Heteroatomen tragen. Belspiele fQr 
geeignete Substituenten sind Ci bis C4-Alkyl; wie Methyl, Ethyl, n- oder i-Propyl 
Oder n-, i- oder t- Butyl oder C2 bis C4-Alkenyl, wie Ethenyl, 1-Propenyl, 2-Propenyl, 
1-Butenyl, 2-Butenyi oder 3-Butenyi, Hydroxy! und Halogen, wie F, CI, und Br. Die 
genannteh Alkyt- oder Alkenylsubstituenten kSnnen gegebenenfells auch eine Keto- 

10 Oder Aldehydgruppe aufweisen; Belspiele hierfQr sind Propan-2-on-3-yl, Butan-2-on* 
4-yl, 3-Buten-2-on-4-yl. Nichtlimitierende Belspiele fOr geeignete heterocyclische 

Substrate-sindHnsbesondere-zweikemige-Heterocyclen, wie Indol, N-Methylindol 

und die mit ein bis drei Substituenten an Kohlenstoffatomen substituierten Analoga 
davon, wie z.B. 5-Chlor- oder S-Brom-indol; sowie Chinolin und Chinolinderivate, 

IS wie Z.B. 8-Methylchlnolin, 6-Methylchinolin und Chinaidin; und Benzothlophen und 
die mit ein bis drel Substituenten an Kohlenstoffatomen substituierten Analoga da- 
von. Au&erdem seien genannt dreikemige Heteroaromaten, wie Acridint und die mK 
ein bis drei Substituenten an Kohlenstoffatomen substituierten Analoga davon. 

20 Erfindungsgemaa oxidierbare Substrate der Gnjppe b) sind gegebenenfails substi- 
tuierte ein- oder mehrkemige, insbesondere ein-^ oder zweikemige Aromaten, wie 
Benzol und Naphthalin. Die aromatischen Verbindungen kdnnen gegebenenfails ein 
Oder mehrfach substituiert sein und z.B. 1 bis 5 Substituenten an den Ring- 
Kohlenstoffatomen tragen. Belspiele fQr geeignete Substituenten sind Ci bis C4- 

25 AlkyI, wie Methyl, Ethyl, n- oder i-Propyl oder n-, i- oder t- Butyl, oder C2 bis C4- 
Alkenyl, wie Ethenyl. 1-Propenyl, 2-Propenyl. 1-Butenyl, 2-Butenyl oder 3-Butenyl, 
Hydroxyl urid Halogen, wie F, Ci. und Br. Die genannten AlkyI- oder Alkenylsubsti- 
tuenten kdnnen gegebenenfails auch eine Keto- oder Aldehydgruppe aufweisen; 
Belspiele hierfur sind Propan-2-on-3-yl, Butan-2-on-4-yl, 3-Buten-2-on-4-yl. Der 

30 Aromat kann gegebenenfails mit einem vier*- bis siebengliedrigen, nichtaromati* 
schen Ring kondensiert sein. Der nichtaromatische Ring kann gegebenenfails eine 
Oder zwei C-C-Doppelbindungen aufweisen, ein- oder mehrfach mit oben genann- 
ten Substituenten substituiert sein und gegebenenfails ein oder zwei Ringheteroa- 
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tome tragen. Beispiele fQr besonders brauchbare Aromaten sind einkemige Aro- 
maten, wie Gumol, sowie zweikemige Substrate, wie Inden und Naphthalin, sowie 
die mit ein bis drei Substituenten an Kohlenstoffatomen substituierten Analoga da- 
von. 

5 . • 

ErfindungsgemaB oxidierbare Substrate der Gruppe c) sInd geradkettige oder ver- 
zweigte Alkane oder Alkene mit 4 bis 15, vorzugsweise 6 bis 12 Kolilenstoffatomen. 
Als Beispiele kdnnen genannt warden n-Pentan, n-Hexan, n-Heptan-, n-Oktan, n- 
Nonan, n-Decan, n-Undecan und n-Dodecan, sowie die ein- oder metirfach ver- 
10 zweigten Analoga dieser Verbindungen, wie z.B. anak)ge Verbindungen mit 1 bis 3 
Methyl-Seitengruppen; oder die ein- oder mehrfach, beispieisweise einfach unge- 
- sattigten-Analoga derroben-genannten Alkane.--— - 

' ' ' m 

ErHndungsgem^K oxidierbare Substrate der Gruppe d) sind gegebenentetis substi- 
15 tulerte Cycloalkane und Cycloalkene. Beispiele hierfQr sind Cyclopentan. Cyclo- 
pentehr CpoKe)^ Cycloheptan und Cydohepten. Die Ringstrulctur 

kanrt dabel ein- oder mehrfach substituiert sein und z.B. 1 bis 5 Substituenten ge- 
mSB obiger Definition fflr Verbindungen der Gruppen a) und b) tragen. Nicht- 
llmitierendes Belspiel hierlQr sind lonone, wie V 3 - und ( -lonon, sowie die ent- 
20 sprechenden Methylionone und Isomethylionone. 

Erfindungsgemaii oxidierbare, Substrate der Gruppe e) sind geradkettige oder ver- 
zweigte, gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesSttigte Cs-Cao-CarbonsSuren, ins- 
besondere Monocarbonsauren, oder Carbons3urederivate davon, wie Ester und 
25 Amide. Als Beispiele sind tenninal oder subtemiinal (T^l-, T-2- oder T-3-Position) 
hydroxylierbare gesattigte MonocarbonsSuren zii nennen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen (einzel- und doppel- 
strangige DNA- und RNA-Sequenzen), kodierend fQr eine der oblgen Monooxyge- 
30 nasen und deren funktionale Aquivalente. Weitere erfindungsgemaHe Nukleinsau- 
resequenzen sind abgeleitet von SEQ ID N0:1 und unterscheiden sich davon durch 
Addition, Substitution, Insertion oder Deletion einzelner oder mehrerer Nukleotlde, 
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kodieren aber weiterhin fQr eine Monooxygenase mit der gewQnschten Eigen- 
schaflsprofiL 

ErTindungsgemalL umfasst sind audi solche Nukleinsauresequenzen. die soge- 
S nannte stumme Mutationen umfassen oder entsprechend der Codon-Nutzung eins 
speziellen Ursprungs- oder Wirtsorganlsmus, im Vergleich zii einer konkret ge- 
nannten Sequenz verandert sind, ebenso wie natQrIich vorkommende Varianten, 
wi'e Z.B. SpleiBvarianten, davon. Gegenstand sind ebenso durch konservative Nu- 
kleotidsubstutionen (d.h. die betreffende AminosSure wind durch eine Aminosdure 
10 glelclier Ladung, GrQ&e, Poiaritat und/oder Loslichkeit ersetzt) erhditliche Sequen- 
zen. 



Weiterhin umfasst die Erfindung auch Nukieinsauresequenzen, welchen mit oben 
genannten kodierenden Sequenzen hybridisieren oder dazu kompiementar sind. 

15 Diese Polynukleotide lessen sich bei Durchmusterung von genomischen oder 
cDNA-Bibliotheken auffinde^^^ daraus mit geelgneten Primem 

mittels PGR vemnehren and anschiiel&end beispielsweise mit geeigneten Sonden 
isolieren, Eine weltere M5giichkeit bietet die Transfomiation geeigneter Mikroorga- 
nismen mit erfindungsgemaiien Polynukleotiden oder Vektoren, die Vemiehmng der 

20 Mikroorganismen und damit der Polynukleotide und deren anschlielSende Isolieaing. 
DarOber hinaus kdnnen erfindungsgemaBe Polynukleotide auch auf chemischem 
Wege synthetisiert werden. 

• * 

* 

Unter der Eigenschaft, an Polynukleotide .hybridisieren" zu kfinnen, versteht man 
25 die Fahiglceit eines Poly- oder Oligonukleotids unter stringenten Bedingungen an 
eine naliezu komplementSre Sequenz zu binden, wahrend unter diesen Bedingun- 

gen unspezifische Bindungen zwischen nicht-komplementSren Partnem unterblei- 

_ 

ben. Dazu sollten die Sequenzen zu 70-100%, vorzugsweise zu 90-100%, komple- 
nieht3r sein. Die Eigenschaft komplementarer Sequenzen, spezifisch aneinander 
30 binden zu k6nnen, macht man sich beispielsweise in der Northern- oder Southem- 
Blot-Technik oder bei der Primerbindung in PCR oder RT-PCR zunutze. Obllcher- 
weise werden dazu OligonuWeoUde ab einer Lange von 30 Basenpaaren eingesetzt. 
Unter stringenten Bedingungen versteht man beispielsweise in der Northem-Blot- 
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Technik die Verwendung einer 50 - 70 vorzugsweise 60 - 65 °C warmen 
Waschiesung, beispielswelse 0,1 x SSC-Puffer mit 0,1% SDS (20x SSC: 3M NaCI, 
0,3M Na-Citrat, pH 7,0) zur Elution unspezifisch hybridisierter cDNA-Sonden oder 
Oligonukleotide. Dabei bleiben, wie oben erw^hnt, nur in hohem Made komple- 
5 mentare Nukieinsduren aneinander gebunden. 

Gegenstand der ErTindung sind auGkerdem Expressionskonstrukte, enttiattend unter 
der genetischen KontroKe- reguiativer Nukleinsdureisequenzen eine fQr einia erfin- 
dungsgemS&e Mutante kodierende Nukleinsauresequenz; sowie Vektoren, umfas* 

10 send wenigstens eines dieser Expressionskonstaikte. Vorzugsweise umfassen sol- 
che erfindungsgemSKen Konstrukte 5*stromaufwarts von der jeweillgen kodieren- 
~— den Sequenz-einen P|Tomotor«4jnd-3--strGmabwarts eine Terminatorsequenz sfowie 
gegebenenfalls weitere Qbliclie regulative Elemente, und zwar Jeweils operativ ver- 
knOpft mit der kodierenden Sequenz, Unter einer „operativen VerknUpfung" versteht 

15 man die sequentielle Anordnung von Promoter, kodierender Sequenz, Terminator 
und gegebenenfalls weiterer reguiativer Elements demrt,^ass jedies^^ 
Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestinn- 
mungsgema& erfQIIen tenn; Beispiele fQr operativ vertoiQpfbare Sequenzen sind 
. Targeting-Sequenzen sowie Translationsverstarker, Enhancer, Polyadenylierungs- 

20 signale und dergleichen. Weitere regulative Elemente umfassen selektierbare Mar- 
ker, Amplifikationssignale, ReplikationsursprOnge und dergleichen. 

Zusitzlich zu den artifiziellen Regulationssequenzen kann die natUriiche Regulati- 
onssequenz vor dem eigentlichen Strukturgen noch vorhanden sein. Durch geneti- 

25 sche Veranderung kann diese natOriiche Regulation gegebenenfalls ausgeschaltet 
und die Expression der Gene erhdht oder emiedrigt warden. Das Genkonstrukt 
kann aber auch einfacher aufgebaut sein, das hei&t es werden keine zusfitzlichen 
Regulationssignale vor das Strulcturgen insertiert und der natflrliche Promotbr mit 
seiner Regulation wird nicht entfemt. Statt dessen wrd die natOriiche Regulations- 

30 sequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression ge- 
steigert oder veningert wird. Die Nukleinsauresequenzen k6nnen in einer oder meh- 
reren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 
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Beispiele fQr brauchbare Promotoren sind: cos*, tec-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lao-, Ipp- 
lac-, laclq-, T7-. T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, l-PR- oder im l-PL-Promotor, die 
vorteilhafterweise in gram-negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die granv 
positiven Promotoren amy und SP02, die Hefepromotoren ADC1, MFa , AC, P-60^ 
5 CYC1. GAPDH oder die Pflanzenpromotoren Cal\/IV/35S, SSU, OCS, Iib4, usp, 
STLS 1 , 833, not oder der Ubiqultin- oder Phaseolin-Promotor. Besonders bevorzugt 
ist die Venn/ehdung induzierbarer Promotoren, wie z.B. licht- und insbesondere tern- 
peraturinduztierbarer Promotoren, wie der PrPrPromotor. 

10 Prinzipiell Iconnen alle natOrllchen Promotoren mit ihren Regulationssequenzen ver- 
wendet werden. DarQber hinaus konnen auch synthetische Promotoren vorteiihaft 
verwendet werden. 

Die genannten regulatorischen Sequenzen soilen die gezieite Expression der Nu- 
15 kleins3uresequenzen und die Proteinexpression enmbglichen. Dies kann beispiels- 
"weise je nach Wirtsorganismus bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion expri- 
miert oder Qberexprimiert wind, oder dass es sofort exprimiert und/oder Oberexpri- 
miertwird. 

20 Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kOnnen dabei vorzxigsweise die Ex- 
pression positiv beeinflussen und dadurch erhfihen oder emiedrigen. So kann eine 
Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhaftenweise auf der Transkription- 
sebene erfoigen, indem starke Transkriptionssignaie wie Promotoren und/oder 
"Enhancer^ venn^endet werden. Daneben ist aber auch eine VerstSri^ung der Trans- 

25 latton mdglich, indem beispi'elsweise die Stabilitat der mRNA veri^essert wird. 

* 

Die Hersteiiung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten 
Promoters mit einer geeigneten Monooxygenase-Nukieotidsequenz sowte einem 
Terminator- oder PolyadenylierungssignaL Dazu venA^endet man gangige Rekombi- 
30 nations- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. 
Fritsch und J. Sambrook. Molecular Cloning: A Laboratory IVIanual, Cold Spring 
Harix)r Laboratory, Cold Spring Hart)or, NY (1989) sowie in TJ. Silhavy, M.L. Ber- 
man und L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Labo- 
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ratory. Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., Cunrent Protocols 
in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Intersdence (1987) be^ 
schrieben sind. 

5 Das rekombinante Nukleinsiurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in 
einem geeigneten Wirtsorganismus vorteilhaftenveise in einen wirtsspezifischen 
Vektor insertiert, der eine optimale Expression der Gene im Wirt enmfigiicht. Vektoi- 
' ren sind dem Fachmann woht bekannt und kdnnen beispielsweise aus "Cloning 
Vectors" (Pouwels P. H. et aK, Hrsg, Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985) 
10 entnommen werden. Unter Vektoren sind aul^er Plasmiden auch alle anderen dem 
Fachmann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie SV40, CMV, 
- — Baculovirus und-AdenovirusrTransposonsrIS-Elementer PhasmidOi Cosmide, und 
lineare oder zirkulare DNA zu verstehen. Diese Vektoren kdnnen autonom im 
Wirtsorganismus repliziert oder chromosomal repliziert werden. 

15 

"~Mit Hilfe der erfindungsgema^ sind rekombinante Mikroorganismen 

herstellbar, welche beispielsweise mit wenigstens einem eriindungsgemSllen Vektor 
transfomiiert sind und zur Produktion der Mutanten eingesetzt werden konnen. 
VorteilhaftenAreise werden die oben beschriebenen erfindungsgema&en rekombi- 

20 nanten Konstrukte In ein geelgnetes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabei 
werden vorzugsweise dem Fachmann bekannte gelSufige Klonierungs- und Trans- 
fektionsmethoden, wie beispielsweise Co-Prazipitation, Protoplastenfusion, Elektro- 
poration, retrovirale Transfektion und dergleichen, verwendet, um die genannten 
NukleinsSuren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression zu bringen. Geeig- 

25 nete Systeme werden beispielsweise in Cunrent Protocols in Molecular Biology, F. 
Ausubel et al., Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, beschrieben. 



Als Wirtsorganismen s;ind prinzipiell alle Organismen geeignet, die eine Expression 
der erTindungsgema&en Nukleinsauren, ihrer Allelvarianten, ihrer funktionellen 
30 Aquivalente oder Derivate emnoglichen. Unter Wirtsorganismen sind beispielsweise 
Bakterien, Pilze, Hefen, pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte 
Organismen sind Bakterien, wie solche der Gattungen Escherichia, wie z. B. Esche- 
richia coli, Streptomyces, Bacillus oder Pseudomonas, eukaryotische Mikroorga- 
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nismen, wie Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus, hShere eukaryotische Zellen 
aus Tieren oder Pflanzen. belspielsweise Sf9 Oder CHO-Zeiien. 

Die Selektion erfolgrelch transformierter Organismen kann durch Markergene eifol- 
S gen, die ebenfails im Vektor oder in der Expressionskassette enthalten sind. Bei- 
spiele fOr solche Markergene sind Gene fQr Antibiotikaresistenz und fQr Enzyme, die 
eine farbgebende Reaktion katalysieren, die ein AnfSrben der transformierten Zelle 
-bewirkt-Diese kOnnen dann mitteis automatischer Zellsortierung selektiert werden. 
Erfolgrelch mit einem Vektor transformierte Mikroorganismen, die ein entspreciien- 
10 des Antibiotikaresistenzgen (z.B. G418 oder Hygromycin) tragen, lessen sich durch 
entsprechende Antibiotika-enthaltende Medien oder Nahrbdden selektieren. IViar- 
kerproteine, die an der ZelloberflSche prasentiert werden, konnen zur Selekb'on 
mitteis AffinitStschromatographie genutzt werden. 

15 Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen passenden 
Vektorerii wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie beispielsweise Plasmide mit dem 
RNA-Polymerase/Promoter-System, die Phagen 8 oder : oder andere temperente 
Phagen oder Transposons und/oder weiteren vorteilhaften regulatorischen Sequen- 
zen bildet ein Expressionssystem. Beispielsweise ist unter dem Begriff "Expressi- 

20 onssystem" die Kombination aus S§ugetierzellen. wie CHO-Zellen. und Vektoren. 
wie pcDNASneo-Vektor, die fOr Saugetierzellen geeignet sind, zu verstehen. 

Gewflnschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen wie transr 
genen Tieren, wie insbesondere Mdusen oder Schafen oder transgenen Pflanzen 
25 zur Expression gebracht werden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
einer erTindungsgema&en Monooxygenase, wobei man einen Monooxygenase- 
produzlerenden Mikroorganismus kultiviert, gegebenenfalls die Expression der Mo- 
30 nooxygenase induziert und die Monooxygenase aus der Kultur isoliert. Die Mo- 
nooxygenase kann so auch in grofttechnischem Malistab produziert werden, fails 
dies enA^Qnscht isL 
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Der rekombinante Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und 
fermentiert werden. Baklerien konnen beispielsweise in TB- Oder LB-Medium und 
bei einer Temperatur von 20 bis 40°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 vemiehrt 
werden. Im Einzelnen werden geeignete Kultivierungsbedingungen beispielsweise 
S in T. Maniatis, E.F. Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Ma- 
nual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Hari3or, NY (1 989) beschrieben. 

Die Zellen werden dann, falls die Monooxygenase nicht in das Kuitunnedium sezer- 
niert wird, aufgeschlossen und das Enzym nach bekannten Proteinisollerungsver- 
10 fahren aus dem Lysat gewonnen. Die Zellen konnen wahlweise durch hochfre- 
quenten Ultraschali, durch hohen Druck, wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch 
" - Osmolyserdurch Einwirkung^von-^Detergenzien^ lytischen-Enzymen-oder oi^iani- 
schen Ldsungsmittein, durch Homogenisatoren oder durch Kombinatton mehrerer 
der aufgefiihrten Verfahren aufgeschlossen werden. 

15 

~^ ^^Bne^ufreinigung der Monooxygenase kann mit bekannten, chrbmatographischeri 
Veri'ahren erzielt werden, wie Motekularsieb-Chromatographie (Geifiltration), wis Q- 
Sepharose-Chromatographie, lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe 
Chromatographie, sowie mit anderen Qblichen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristalli- 
20 sation, Aussalzen, Dialyse und nativer Geletektrophorese. Geeignete Verfahren 
werden beispielsweise in Cooper, F. G., Biochemische Arbeitsmethoden, Veriag 
Walter de Gruyter, Beriin, New York oder in Scopes, R., Protein Purification, Sprin- 
ger Veriag, New York, Heidelberg, Beriin beschrieben. 

25 Besonders vorteilhaft ist es, zur Isolierung des rekombinanten Proteins Vektorsy- 
steme oder Oligonukleotide zu venArenden, die die cDNA urn bestimmte Nudeo- 

tidsequenzen veriSngem und damit IQr verSnderte Polypeptide oder Fusionsproteine 

.... . , ^ 

kodieren, die einer einfacheren Reinigung dienen. Derartige geeignete Modifikatio- 
nen sind beispielsweise als Anker fungierende sogenannte Tags", wie z.B. die als 
30 Hexa-Histidin-Anker bekannte Mod'ifikation oder Epitope, die als Antigene von Anti- 
k5rpem erkannt werden konnen (beschrieben zum Beispiet in Hariow. E. and Lane, 
D., 1988, Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harisor (N.Y.) Press). Diese 
Anker k5nnen zur Anheftung der Proteine an einen festen TrSger, wie z.B. einer 
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Polymermatrix, dienen, die beispielsweise in einer Chromatographies^ule eingefOlit 
sein kann, Oder an einer Mikrotiterplatte Oder an einem sonstigen Tr§ger venA^endet 
werdenkann. 

Gleichzeltig konnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine venwendet wer- 
den. Zur Erkennung der Proteine konnen au&erdem Obliche Marker, wie Fluores- 
zenzfarbstoffe, Enzymmarker, die nadi Reaktion mit einem Substrat ein detektler- 
bares Reaktionsprodukt-biiden, oder radioaktive Marker, allein Oder in Komblnation 
mit den Ankem zur Derivatiisieaing der Proteine venvendet werden. 

Die Erfindung betrifTt auBerdem ein Ver^hren zur mikrobiologischen Oxidation or- 
-ganischer Verbindungen obigen-Typs, — — - 

Wird die Umsetzung mit einem rekombinanten Mikroorganismus durchgefDhrt, so 
erfoigt vorzugsweise zunachst die Kultivierung der Mikroorganismen in Gegenwart 
^von Sauerstoff und in einem Kornplexmedium, wie z.B. TB- oder LB- Medium bei 
einer Kultivierungstemperatur von etwa 20 °C oder mehr, und einem pH-Wert von 
etwa 6 bis 9, bis eine ausreichende Zelldichte erreicht ist. Um die Oxidationsreakth 
on besser steuem zu konnen, bevorzugt man die Verwendung eines InduzierbarBn 
Promoters. Die Kultivierung wird nach Induktion der Monooxygenaseproduklfon in 
Gegenwart von Sauerstoff 12 Stunden bis 3 Tage fbrtgesetzL 

Wird die erfindungsgemSlie Umsetzung dagegen mit gereinigtem oder angerei- 
chertem Enzym durchgefOhrt so I5st man das erfindungsgemSRe Enzym in einem 
exogenes Substrat enthaltenden Medium (etwa 0,01 bis 10 mM, oder 0,05 bis 5 
mM), und fQhrt die Umsetzung, vorzugsweise in Gegenwart von Sauerstoff, bei ei- 
ner Temperatur von etwa 10 Oder mehr, und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 

.... _ 

(wie Z.B. eingestellt mit 100 bis 200 mM Phospliat- Oder Tris-Puffer). 80wie in Ge- 
genwart eines Reduktionsmittels durch, wobei das Substrat-haltige Medium au&er- 
dem bezogen auf das zu oxidierende Substrat einen etwa 10-bis 100-fachen mola- 
ran OberschuQ an ReduktionsSquivalenten enthdIL Bevorzugtes Redulctionsmittel ist 
NADPH. 
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Beim eifmdungsgemaHen Substratoxidationsprozess wird im Reaktionsmedium 
enthaltener oder zugesetzter Sauerstoff reduktiv enzymatlsch gespalten. Die erfor- 
derlichen Reduktionsaquivalente Werden von dem zugesetzten Reduktionsmittel 
(Elektronendonor) zur VerfOgung gestellt. 

5 ■ 

Das gebildete Oxidationsprodukt kann dann in herkommlicher Weise, wie z.B. durch 
Extraktion oder Chromatographie, vom Medium abgetrennt und gereinigt werden. 

Folgende nichtiinnitierende Beispiele beschreiben spezielle AusfQhrungsfomnen der 
10 Erfindung. 

— Allgemeine experimentelle Angaben^- — - 

• , ' ' ^ 

a) Allgemeine Kionierungsverfahren 

15 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durcligefUhrten Klonierungsschritte wie 
z.B. Restriktionsspattungen, Agarose Geielektrophorese, Reinigung von DIMA- 
Fragmenten, Transfer von NukieinsSureh auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, 
VerlcnQpfen von DNA-Fragmenten, Transfonmation von coli Zellen. Anzucht von 
20 Bakterien, Vermehrung von Phagen und Sequenzanalyse rekombinanter DNA wur- 
den wie bei Sambrook et al. (1989) a.a.O. beschrieben durchgefDhrt, 

b) Polymerasekettenreaktion (PGR) 

25 PGR wurde nacli Standardprotokoil mit folgendem Standardansatz durchgefQhrb 

8 Ml dNTP-i\/lix (200MIVI), 10 pi Taq-Polymerase-Puffer (10 x) ohne MgCl2, 8pl MgGfe 
(25mM), je 1 pi Primer (0,1 pM), Ipl zu amplifizierende DNA, 2,5 U Taq-Pbrymerase 
(MBI Fermentas, Vilnius, Litauen), ad 100 pi demineralisiertes Wasser. 

30 

c) Kultiviemng von E.coli 
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Die KultMeaing von rekombinanten E. coIi-StSmme DH5V wurde in LB-Amp. Medi- 
urn (Trypton 10,0g, NaCI 5,0 g. Hefeextrakt 5,0 g, Ampicillin 100 g/ml H2O ad 1000 
ml) bei 37 kuttiviert Dazu wurde jeweils eine Kolonie mittels Impfdse von einer 
Agarplatte in 5 ml LB-Amp uberfQhrt Nach ca. 18 h Stunden Kultiviemng bei einer 
5 SchOttelfrequenz von 220 Upm wurden 400 mi Medium in einem 2-l-Kolben mit 4 ml 
Kultur inokuliert. Die Induktion der P450-Expression in E. coli erfolgte nach Errei- 
clien eines OD578-Wertes zwischen 0,8 und 1,0 durch eine drei- bis vierstOndige 
Hitzeschocklnduktlon bei 42 °C. - 

10 d) Zellaufschlui^ 

ZellpeltetirmltngineT Biofe^^ von bis zu 15 g E. coli DH5V wurden auf Eis 

aufgetaut und in 25 ml Kaliumphosphat-Puffer (50 mM, pl-l 7,5, 1 mM EDTA) oder 
Tris/HCI Puffer (50 mM, pH 7,5, 1 mM EDTA) suspendierL Mittels dreiminOtiger Ui- 
15 traschallbehandlung (Branson Sonlfier W250, (pietzenbach, Deutschland), Lei- 
stungsabgabe 80 W, Arbeitsintervall 20 %) wurde die auif Eis gekOhlte E. coli- 
Zellsuspension aufgeschlossen. Vor der Proteinreinigung wurde die Zellsuspension 
fQr 20 min bei 32 500 g zentrifugiert und durch einen 0,22 mm Sterivex-GP-Filter 
(Millipore) filtriert, wobei man einen Rohextrakt erhait 

20 

Beispiel 1 : 

Klonierunq und Expression von P450 aus Thermus thermophiius i^B27 und den His- 
taq-Derivaten davon 

25 

1 . Klonierung von P450 aus Thermus thermophiius HB27 

Die kodierende P450-Sequenz (blunt ended) wurde in die Hincll-Schnittstelle des 
Plasmids pTZ19R (MBI Fermentas) einklonlert Aus dem so erhaltenen Plasmid 
30 TTHB66 wurde die Icodierende P450-Sequen2 mit Hilfe der PGR amplifiziert. Dazu 
wurden folgende Primer ven/vendet: 
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a) 30-mer sense-OligonucIeotid, enthaltend die Ndel-Schnittstelle (kurslv gedajckt) 

■ ■ 

als Teil des P450-ATG-Startcodons: 

5'-CGAAGCTC>\IArGAAGCGCCTTTCCCTGAG (SEQ ID N0:7). 

5 b) 30-mer antisense-Oligonucleotid, enthaltend die EcoRt-Schnittstelle (kursiv ge- 
druckt) als Tell des TGA-Stopcodons: 5- 

GCGAA7TCACGGCCGCACCTCCTCCCTAGG (SEQ ID N0:8). 

Das resultierende Fragment wurde In die Ndel-Schnittstellen des Vektors 
10 pCYTEXPI (Plasmid mit dem ternperaturinduzierbaren PRPL-Promotorsystem des 
Bakteripphagen 8 (Belev T.N.. et al., Plasmid (1991) 26:147)) kloniert und in E. coli 
DH-5a (Clontech. HSdelBerg)lransfomiiert 

E. coli DH-5a, enthaltend das interessierende Plasmid wurde in LB-Medium in Ge- 
15 genwart von Amplcillin i noiculie rt und die Kultur wurde Qber Nacht bei 37 °C inku- 
biert. Ein Teil der Probe wurde in frisches LB-Medium (in Gegenwart von Ampicillin) 
inol<uliert und die resultierende Kultur wurde bei 37 ""C bis zu OD = 0,9 kultivierL Die 
Induktlon erfolgte durch Erhdhung der Temperatur auf 42 ''C Qber einen Zeitraum 
von 24 Stunden. Die Verdnderung des P450-Gehaltes wShrend der Expressbn 
20 wurde anhand von Messungen des CO-Differenzspektrums bestimmt. 



Expressionszeit 


AA45a490 


P450 Konzentration [pM] 


[h] 






4 


0.092 


0,056 


8 


0.176 


0,106 


24 


0,106 


0,064 



2. Klonierung von P450 aus Thermus therwophilus HB27 mit N-terminalem His- 
25 tag 

Die kodierende P450-Sequenz wurde durch PGR aus dem Plasmid TTHB66 unter 
VenA/endung folgender Primer amplifiziert: 

ERSATZBLATT (RE6EL 26) 
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(a) 50-mer sense-Oligonucleotid, enthaltend die Ndel-Schnittstelle (kursiv ge- 
doickt) als Teil des P450 ATG-Startcodons und die tag-codierenden Codons 
(unterstrichen): 

S'-CGAAGCTCAIAT GCATCACCATCATCATCACA AGCGCCTTTC (SEQ ID 
N0:8): 



10 



(b)" 30-mer antisense-Oligonucleotid, enthaltend die EcoRl-Schnittstelle (kursiv 
gedruckt) als Teil des TGA-Stop-Codons : 

5'-GCGAA 7TCACGCCCGCACCTCCTCCCTAGG (SEQ ID N0:8). 



Das'resultierende Fragnrieht'wurde- In die Ndel^ Vek- 

tors P-CYTEXP1 kloniert und in E. coli DH-5a exprimiert 

15 E. coll DH-5a, enthaltend das interessierende Plasmid, wurde in LB-Medium in Ge- 
genwart von Ampicillin inokuliert und die Kuitur wurde Qber Nacht bei 37 inku- 
biert. Ein Teil der Probe wurde in frisches LB-Medium (in Gegenwart von Ampicillin) 
inokuliert und die resultierende Kuitur wurde bei 37 ''C bts zu OD - 0,9 kuitiviert. Die 
Induktion erfplgte durch Erh5hung der Temperatur auf 42 ""C Qber einen Zeitraum 

20 von 24 Stunden. Die Veranderung des P450-Gehaltes w^hrend der Expression 
wurde anhand von Messungen des CO-Differenzspektrums bestimmt 



Expressionszeit 


AA45(M90 


P450 Konzentration [pM] 








4 


ND 


ND 


8 


0.097 


0,073 


24 


0.111. 


0,073 



3. Clonierung von P450 aus ThenDUs thermophilus HB27 mit Otemiinalem His- 
25 tag 



Die kodierende P450-Sequenz wurde durch PGR aus dem Plasmid TTHB66 unter 
Venvendung der folgenden Primer amplifiziert 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 02/33057 PCT/EPO 1/1 1958 

22 

(a) 30-mer sense-Oligonucleotid, enthaltend die Ndel-Schnittstelle (kursiv ge- 
dmckt) als Teil des P450 ATG-Start-Codons: 

5*-CGAAGCTCA WTGAAGCGCCTTTCCCTGAG (SEQ ID N0:7) 

.5 ■ 

(b) 47-mer antisense-OKgonucleotid, enthaltend die EcoRI-Schnittstelle (kursiv 
gedruckt) als Teil des TGA-Stop-Codons sowie die unterstrichene tag- 
codierende Teilsequenz: 

g^GGyurrC AGTGATGATGATGGTGATGC GCCCGCACCTCCTC (SEQ 
10 IDNO:10), 

DasTesultierende Fragment wurde in die Ndel- und EcoRI-Schnrttstellen des Vek- 
tors P-CYTEXP1 clonlert und In E. coH DH-5a exprimiert 

15 E. coil DH-Sa, enthaKend das interessierende Piasmid wurde in LB-Medium in Ge- 
genwart von Ampicillin inokuliert und die Kultur wurde Qber Nacht bel 37 ""C inku- 
biert Eln Teil der Probe wurde in frisches LB-Medium (in Gegenwart von Ampicillin) 
inokuliert und die resuKierende Kultur wurde bei 37 ''C bis zu OD = 0,9 kultiviert Die 
Induktion erfolgte durch Erhdhung der Temperatur auf 42 ""C Qber einen Zeitraum 

20 von 24 Stunden. Die Veranderung des P450-Gehaltes wdhrend der Expression 
wurde anhand von Messungen des CO-Differenzspektmms bestimml 



Expressionszeit 
[hi 


AA450-490 


P450 Konzentration 

im 


4, 


ND 


ND 


8 


0.1 


0,075 


24 


NO - 


ND. 



Beispiel 2: 

25 

Bestimmuna der Thermostabilitat von P450 aus Thermus thenvoohilus im Veraleich 
zu P450 BM3 
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m 

Die beiden Enzyme wurden jeweils 30 Minuten in Tris/HCI-Puffer pH 7,5. 25mM bei 
versciiiedenen Temperaturen inlcubiert. Die AnsStze wurden anschliellend abge- 
kuhlt und die P450 Konzentration wurde spel^ometrisch bestimmt Die Ergebntsse 
sind in foigender Tabelle zusammengefaftt und in Figur 2 graphisch dargestellt. 

•5 ' 



Temperatur ["C] 




30 


40 


50 


60 


P450 Konzentration [%] 


P450 thennus 


100 


89 


29 


22 




P450 BM3 


92 


63 


0 


0 



- ~Wje~m^njen'Versuchsergebnissen~entn]n^ En- 
10 zym nach 30-minQtiger Inkubation bei alien Temperaturen eine signifikant hoherer 
Temperaturstabilitat. 

Beispiel 3: 

15 Biotransformationsexperimente 

Der endogene Redoxpartner fOr die erfindungsgemaHe Cytochrom P450 aus T. 
thermophilus konnte bisher noch nicht zweifelsfrei identifiziert werden. Es konnte 
jedoch beispielsweise EnzymakUvitat bei der Hydroxylierung von und/oder a- 

20 lonon beobachtet werden. Mit p-lonon als Substrat konnte die Umwandlung zu ei- 

- 

nem Hauptprodukt beobachtet werden, wohingegen a-lonon zu efnem Produktge- 
misch umgesetzt wurde. Durch Vergleich mit synthetischen Standards konnte fest- 
gestellt werden, dail das Hauptprodukt der p-lonon-Umwandlung 4-Hydroxy-p-lonon 
• ist. 

25 

Vorkulturen von T. thermophilus [5 ml Medium Tt (2 g Hefeextrakt. 1g Trypton, 1g 
NaCI in 500 mi entionisiertem Wasser)] wurden aus Agarplatten-Kulturen inokuliert 
und 24 Stunden bei eS'C unter SchQtteIn (1 50 Upm) inkubiert. Anschlie&end wurde 
1 00 ml Medium Tt mit der Vorkultur inokuliert und bei 65°C unter SchQtteIn Inkubiert 

30 
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p-ionon (107 pl/ml Kultur) wurde jeder Kultur nach 24 Stunden zugesetzt Die Kulti- 
vierung wurde 78 Stunden fortgesetzt. Die Zellen wurden anschlieilend abzentrifu- 
giert und der Oberstand mit Dietliylather extraliiert. Der Extralct wurde durch GC und 
TLC analysiert. Kontrollkulturen ohne Substrat wurden unter den gleichen Bedin- 
gungen hergestelit und anaiysiert. 
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Patentanspruche 



1. 



Cytochrom P450 Monooxygenase, dadurch gekennzeichnet dass sie eine 
Amlnosauresequenz aufweist, welche eine Teilsequenz von Aminosaurerest 
Prp328 bis Glu345 gemaB SEQ ID N0:2 umfasst 



5 



2. Cytochrom P450 Monooxygenase nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dass sie eine Amlnosauresequenz aulweist, welche auHerdem eine Teilsequenz 
von AminosSurerest Val216 bis Ala227 gemSQ SEQ ID NO:2 umfasst. 

10 

3. Cytochrom P450 Monooxygenase nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Amlnosauresequenz aulweist, welche 



15 die Aminosaurereste Metl bis Phe327 und Gly346 bis Ala389 gemaQ SEQ ID 

N0:2 vorgegebenen Sequenzbereichen. 

4. Cytochrom P450 Monooxygenase nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekenrvzeichnet, dass sie eine AminosSuresequenz aufweist, welche 



5. Cytochrom P450 Monooxygenase nach einem der vorhergehenden AnsprQche 
aus Bakterien der Gattung Thermus sp.. 

25 6. Cytochrom P450 Monooxygenase nach Anspnjch 5, aus einer Bakterium der 

Spezies Thermus thermophilus. 

7. Oligonukleotid, welches mit einer NukleinsSiuresequenziiybridisiert, die fUr eine 
Cytochrom P450 Monooxygenase nach einem der vortiergehenden AnsprQche 

30 kodiert. 

8. Ollgonukleotid nach Anspruch 7, welches eine Nukleinsauresequenz umfasst, 
die im wesentlichen komplementSr ist zu einem wenigstens 45 aufeinanderfol- 



wenigstens eine weitere Teilsequenz umfasst, die ausgewShIt ist unter Teilse- 
quenzen von wenigstens 1 0 aufeinanderfoigenden Aminosauren aus den durch 



20 



im wesentlichen SEQ ID NO: 2 entspricht. 
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gende Nukleotidreste umfassenden Nukieotidsequenzbereich gem§& SEO ID 
N0:1. 

m \ > 

9. Polynukleotid, welches mit einem Oligonukleotid nach Anspmdi 7 oder 8 hybridi- 
5 siert und fQr eine Cytochrom P450 Monooxygenase kodiert. 

10. Polynukleotid, das fQr eine Cytochrom P450 Monooxygenase gemaf^ einem der 
AnsprQche 1 bis 6 kodiert, sowie dazu komplementare Polynukleotide. 

10 11. Polynukleotid nach Anspruch 1 0 mit einer Nukieinsduresequenz gema& SEQ ID 

NO: 1 . sowie die dazu komplementdre NukleinsSuresequenz. 

1 2. Expressionskassette. umfassend wenigstens eine regulatorische NukleinsSure- 
sequenz operatlv verknQpft mit einem Polynukleotid gemg& einem der AnsprO- 

15 Che 9 bis 11. 

13. Rekombinanter Vektor. der ein Polynukleotid gemaH einem der AnsprOche 9 bis 
1 1 Oder eine Expressionskassette gemaft Anspruch 12 trSgt 

20 14. Mikroorganlsmus. enthaltend wenigstens einen rekomblnanten Vektor gem^H 

Anspmch 13. 

1 5. Verfahren zur Herstellung einer Cytochrom P450 Monooxygenase gemaii einem 
der AnsprOche 1 bis 6, wobei man einen Mikroo/iganismus, welcher Cytochrom 

25 P450 Monooxygenase produziert, kultiviert und die Monooxygenase aus der 

Kultur isoliert. 

16. Verfahren zur mikrobiologischen Oxidation einer organischen Verbindung, wobei. 
man diese Verbindung mit wenigstens einer Cytochrom P450 Monooxygenase 

30 nach einem der AnsprOche 1 bis 6 umsetzt. 

1 7. Verfahren nach Anspruch 1 6, dadurch gel<ennzelchnet. daft man 

a1) einen rekombinanten Mikroorganismus nach Anspruch 14 in einem 
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Kuiturmedium, in Gegenwart der exogenen Oder intermediar gebildeten 
organischen Verbindung, welche ein Substrat der Monooxygenase ist, 
kuitiviert; oder 

a2) ein Substrat-hattiges Reaktionsmedium mit einer Cytochrom P450 
Monooxygenase nach einem der AnsprOche 1 bis 6 inkubiert; und 

b) das gebiidete Oxidationsprodukt oder ein Folgeprodukt davon aus dem 
Medium isoliert 

1 8. Verfahren nach Anspruch 1 7, dadurch gekennzelchnet, dass das exogene oder 
intemriediar gebiidete Substrat ausgewahit ist unter 

a) gegebenenfalls substituierten O- oder S-heterocyclisciien ein-, zwei- 
oder mehrkemigen aromatisclien Verblndungen; 

b) gegebenenfalls substituierten ein- oder mehrkernigen Aromaten; 

c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 

d) gegebenenfalls substituierten Cycloalkanen und Cycloalkenen; und 

e) aliphatisciien (terminal ges^ttigten) CarbonsSuren. 

19. Verfahren nach Anspruch 17 oder IB, dadurch gekennzeichnet, da& man die 
Oxidation durch Kultivierung der Mikrooiiganismen in Gegenwart von Sauerstoff 
bei einer KuKivierungstemperatur von mindestens etwa 20^C und einem pH-Wert 
von etwa 6 bis 9 durchfQhrt 

20. Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, daG man als 
exogenes Substrat wenigstens eine Verbindung, ausgewahit unter den oben de- 
finierten Gruppen a) bis e), einem Medium zusetzt und die Oxidation durch en- 
zymatische Umsetzung des substrathaltiges Mediums in Gegenwart von Sauer- 
stoff bei einer Temperatur von mindestens etwa 20*^0 und einem pH-Wert von 
etwa 6 bis 9 durchfOhrt, wobei das substrathaltige Medium.au&erdem bezogen. 
auf das Substrat einen etwa 10-bis 100-fachen molaren Oberschufi an Redukth 
onsaquivalenten enthatt 

21 . Bioreaklor, umfassend ein Enzym nach einem der AnsprUche 1 bis 6 oder einen 
rekombinanten Mikroorganismus nach Anspruch 14 in immobilisierter Form. 
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2. Verwendung einer Cytochrom P450 Mpnoxygenase nach einem der AnsprQche 
1 bis 6, eines Vektors nach Anspruch 13, Oder eines Mikroorganismus nach An- 
spruch 14 zur mikrobiologischen Oxidation von 

a) gegebenenfalls substituierten O- Oder S-heterocydischen ein-, zwei- 
Oder mehrkernigen anmotischen Verbindungen; 

b) gegebenenfalls substituierten ein- oder nnehrkenfiigen Aromaten; 

c) geradkettigen oder verzweigten Alkanen und Alkenen; 

d) gegebenenfalls substituierten Cycloalkanen und Cycloalkenen und/oder 

e) aliphatlschen Carbonsauren. 
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SEQUENZPROTOKOIiI* 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Keue thermophile Cytochrom P450 Mbnooxygenasen 

<130> M/41524 

<140> 
<141> 

<160> 10 

<170> Patentin Ver . . 2 . 1 

<210> 1 
<211> H70 
<212> DNA 

<213> Shermus ttvermophUus 

<220> 

<221> CDS 

<222> (i)..(li70) 

<400> 1 

atg aag cgc ctt tec ctg agg gag gcc tgg ceo tao otg aaa gac etc 48 

Mat Iiys Azrg Leu Ser Leu Arg Glu Ala Trp Pro Tyr Leu Lys Asp Leu 

1 5 10 15 

cag caa gat-^ooc- etc goo gtc .otg^etg.gcg tgg ggo egg gco cae eco 96 
Gin Gin Asp Pro Leu Ala Val Leu Leu Ala Trp Gly Arg Ala His Pro 

20 25 30 

egg cte tte ctt eec ctg ceo ege tte ecc ctg gee otg ate ttt gae 144 
Arg Leu Phe Leu Pro Leu Pro Arg Phe Pro Leu Ala Leu lie Phe Asp 
35 40 45 

eec gag ggg gtg gag ggg gcg etc etc gee gag gpgg acc aoe aag gee 192 
Pro Glu Gly Val Glu Gly Ala Leu Leu Ala Glu Gly Xhr Thr Lys Ala 
50 55 60 

acc tte cag tae egg gcc etc tec cgc etc acg ggg agg gge etc etc 240 
!Ehr Phe Gin Tyr Arg Ala Leu Ser Arg I^eu Thr Gly Arg Gly Leu Leu 
65 70 75 80 

acc gac tgg ggg gaa age tgg aag gag gcg cgc aag gee etc aaa gae 288 
Thr Asp Trp Gly Glu Ser Trp Lys Glu Ala Arg Lys Ala Leu Lys Asp 

85 90 95 

ceo tto ctg ceg aag aao gto ego ggo tao egg gag gee atg gag gag 336 
Pro Phe Leu Pro Lys Asn Val Arg Gly Tyr Arg Glu Ala Met Glu Glu 

100 105 - 110 ; 

gag gcc egg gcc tte tte ggg gag tgg egg ggg gag gag egg gac ctg 384 
Glu Ala Arg Ala Phe Phe Gly Glu Trp Arg Gly Glu Glu Arg Asp Leu 
115 120 125 

gae cae gag atg etc gcc cte tee ctg ege etc etc ggg egg gee etc 432 
Asp His Glu Met Leu Ala Leu Ser Leu Airg Leu Leu Gly Arg Ala Leu 
130 135 140 
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ttc ggg aag ccc etc tec cca age etc gcg gag cac gcc ctt aag gcc 480 
Phe Gly Lys Pro Leu Ser Pro Ser Leu Ala Glu His Ala Leu Lys Ala 
145 150 155 160 



ctg gac egg ate atg gee cag aco agg ago oco ctg gco etc otg. gac 
Leu Asp Arg lie Itet Ala Gin Thr Arg Ser Pro Leu Ala Leu Leu Asp 

165 170 175 



ctg gcc gcc gaa gcc ego ttc egg aag gac egg ggg gee etc tac ego 576 
Leu Ala Ala Glu Ala Ascg Phe Arg Lys Asp Arg Gly Ala Leu Tyr Arg 

180 185 190 



gag gcg gaa gcc etc ate gtc cac ccg ccc etc tec cac ctt ccc cga 
Glu Ala Glu Ala Leu Xle Val His Pro Pro Leu Ser Hxs Leu Pro Arg 
195 200 205 



624 



gag ego gcc ctg age gag gee gtg aco cto etg gtg gcg ggc cae gag 
Glu Arg Alia I«eu Ser Glu Ala Val Thr Leu Leu Val Ala Gly His Glu 
210 215 220 



672 



acg gtg gcg age gee etc ace tgg tec ttt etc etc etc tec cae cgc 
Shr Val Ala Ser Ala Leu Thr Trp Ser Phe Leu Leu Leu Ser Hxs Arg 
225 230 235 240 



720 



ccg gac tgg cag aag egg gtg 
Pro Asp Trp Gin Lys Arg Val 

245 



gag age gag gag gcg gee cte gee 
Glu Ser Glu Glu Ala Ala Leu Ala 
250 255 



768 



gco ttc cag gag gee ctg 
Ala Phe Gin Glu Ala Leu 

260 



etc tac coe ceo gco tgg 



ate cte aco 
lie Leu Thr 
270 



816 



egg agg etg gaa agg ccc etc etc etg gga gag gae egg etc ccc ccg 
Arg Arg Leu Glu Arg Pro Leu Leu Leu Gly Glu Asp Arg Leu Pro Pro 
275 280 285 



864 



ggc aoo acc ctg gto cto too ceo tao gtg aco cag agg oto oao tto 
Gly Thr Thr Leu Val Leu Ser Pro Tyr Val Thr Gin Arg Leu Bis Phe 
290 295 300 



912 



ccc gat ggg gag gee ttc egg ccc gag cgc ttc ctg gag gaa agg ggg 
Pro Asp Gly Glu Ala Phe Arg Pro Glu Arg Phe Leu Glu Glu Arg Gly 
305 310 315 320 



960 



cgc tac ttc ccc ttt ggc ctg. ggg cag agg cto tgc 1008 
Thr Pro Ser Gly Arg Tyr Phe Pro Phe Gly Zjeu Gly Gin Arg Leu Cys 

330 335 



etg ggg egg gae ttc gcc cte etc gag ggc ccc ate gto etc agg gee 
Leu Gly Arg Asp Phe Ala Leu Leu Glu Gly Pro lie Val Leu Arg Ala 

340 345 350 



1056 



ttc ttc cgc cgc ttc cgc eta gac ceo cto ceo tto oco egg gtc etc 
Phe Phe Arg Arg Phe Arg Leu Asp Pro I«eu Pro Phe Pro Arg Val Leu 

360 365 



1104 



gcc cag gtc aco ctg agg ccc gaa ggo ggg ctt ccc 
Ala Gin Val Thr Leu Arg Pro Glu Gly Gly Leu Pro 
370 375 380 



egg cot agg 1152 



gag gag gtg egg gcg tga 



1170 
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Glu Glu Val Arg Ala 
385 390 



<210> 2 
<211> 389 
<212> PRT 

<213> Thermus thexmophilus 
<400> 2 

Met Lys Axrg Xieu Ser lieu Arg Glu Ala Tzp Pro Tyr Leu Lys Asp 
1 5 10 15 



Gin Gin Asp Pro Leu Ala Val Leu Leu Ala Trp Gly Arg Ala His Pro 

20 25 30 

Arg Leu Phe Leu Pro Leu Pro Arg Phe Pro Leu Ala Leu lie Phe Asp 
35 40 45 

Pro Glu Gly Val Glu Gly Ala Leu Leu Ala Glu Gly Thr Thr Lys Ala 
50 55 60 

Thr Phe Gin Tyr Arg Ala Leu Ser Arg Leu Thr Gly Arg Gly Leu Leu 
65 70 75 80 

Thr Asp Trp Gly Glu Ser Trp Lys Glu Ala Arg Lys Ala Leu Lys Asp 

85 90 95 



Pro Phe Leu Pro Lys Asn Val Arg Gly Tyr Arg Glu Ala Met Glu Glu 
100 '. ^105 .110 



Glu Ala Arg Ala Phe Phe Gly Glu Trp Arg Gly Glu Glu Arg Asp Leu 
115 120 125 



Asp His Glu 
130 



Leu Ala Leu 
135 



Leu Arg Leu Leu Gly 

140 



Arg Ala Leu 



Phe Gly liys 
145 



Leu Ser Pro 
150 



Ser Leu Ala Glu Sis Ala Leu 



Lys Ala 
160 



Leu Asp Arg lie Met Ala Gin Thr Arg Ser Pro Leu Ala Leu Leu Asp 

165 170 175 

Leu Ala Ala Glu Ala Arg Phe Arg Lys Asp Arg Gly Ala Leu Tyr Arg 

180 185 190 

Glu Ala Glu Ala Leu Xle Val His Pro Pro Leu Ser His Leu Pro Arg 
195 200 205 



Glu Arg Ala Leu Ser Glu Ala Val Thr Leu Leu Val Ala Gly His Glu 
210 215 220 



Thr Val Ala Ser Ala Leu Thr Trp Ser Phe I>eu Leu 
225 230 235 



240 



Pro Asp Trp Gin Lys Arg Val Ala Glu Ser Glu Glu 

245 250 



Ala Phe Gin Glu Ala Leu Arg Leu Tyr Pro Pro Ala 

260 265 



Xle Leu Thr 
270 
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Arg Arg Leu Glu Arg Pro Leu Leu Leu 61y 61u Asp Arg Leu Pro Pro 
275 280 285 

Gly Thr !rhr Leu Val Leu Ser Pro Syr Val Thr Gin Arg Leu His Phe 
2d0 295 300 

Pro Asp Gly Glu Ala Phe Arg Pro Glu Arg Phe Leu Glu Glu Arg Gly 
305 310 315 . 320 

Xhr Pro Sar Gly Arg Xyr Phe Pro Phe Gly Leu Gly Gin Arg Leu Cys 

325 330 335 

* . * 

Leu Gly Arg Asp Phe Ala Leu Leu Glu Gly Pro lie Val Leu Arg Ala 

340 345 350 

Phe Phe Arg Arg Phe Arg Leu Asp Pro Leu Pro Phe Pro Arg Val Leu 
355 360 365 

Ala Gin Val Thr Leu Arg Pro Glu Gly Gly Leu Pro Ala Arg Pro Arg 
370 375 380 

Glu Glu Val Arg Ala . 
305 



<210> 3 
<211> 1188 
<212> DHA 

<213> KGknstliche Sequens 
<220> 

<221> loiso feature 
<222> (4) .7(21) 
<223> His tag 

<220> 

<223> Beschreibung der ktuistllcben Seqaena ; N- t ermin al 
his tagged 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) .. (1188) 

<400> 3 

atg csat cac cat oat cat cac aag ogc ctt tec ctg agg gag gcc tgg 48 
Met His Bis His His His His Lys Arg Leu Ser Leu Arg Glu Ala Srp 
1 5 10 15 

occ tac ctg aaa gac etc cag caa gat ccc etc gcc gtc ctg ctg gcg 96 
Pro Tyr lieu Lys Asp Leu Gin Gin Asp Pro Leu Ala Val I>eu I«eu Ala 

• 20 • 25 - .30 

tgg ggc egg gcc cac ccc egg etc ttc ctt ccc ctg ccc cgc ttc ccc 144 
Irp Gly Arg Ala His Pro Arg Leu Phe Leu Pro Leu Pro Arg Phe Pro 
35 40 45 

ctg gcc ctg ate ttt gac ccc gag ggg gtg gag ggg gcg etc etc gee 192 
Leu Ala Leu lie Phe Asp Pro (31u Gly Val Glu Gly Ala Leu Leu Ala 
50 55 60 
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9^9 999 ace acc aag gcc acc 'tt:c cag tac egg gco etc tec cgc etc 240 
Glu Gly Thr Thr Lys Ala Thr Phe Gin Tyr Arg Ala lieu Ser Arg Leu 
65 70 75 .80 



acg ggg agg ggc etc etc acc gao tgg ggg gaa ago 
Thr Gly Arg Gly I<eu X.eu Xhr Asp Trp Gly Glu Ser 

85 90 



tgg aag gag gcg 288 
Trp Lys Glu Ala 
95 



ego aag gcc etc aaa gac 
Arg Lys Ala Leu Lys Asp 

100 



tto etg ecg aag aac gtc cgc ggc tac 336 
Pro Che Leu Pro Lys Asn Val Arg Gly Tyr 
105 110 



egg gag gcc atg gag grag gag gcc egg gee ttc ttc ggg gag tgg egg 384 
Arg Glu Ala Met Glu Glu Glu Ala Arg Ala Phe Phe Gly Glu Trp Arg 
115 120 125 



ggg gag gag egg gac ctg gac cac gag atg etc 
Gly Glu Glu Arg Asp Leu Asp His Glu Met Leu 
130 135 



gcc etc tec ctg cgc 432 



140 



etc etc ggg egg gcc etc ttc ggg aag eec etc tec eca age etc gcg 480 
Leu Leu Gly Arg Ala Leu Phe Gly Lys Pro Leu Ser Pro Ser Leu Ala 
145 150 155 160 



gag cac gee ctt aag gcc ctg gac egg ate atg gcc cag acd agg age 528 
Glu His Ala Leu Lys Ala Leu Asp Arg He Met Ala Gin Thr Arg Ser 

165 170 175 

ctg gcc gco gaa gco ego tto ogg aag . gao 576 
Leu Ala Ala Glu Ala Arg Phe Arg Lys Asp 
185 190 



Pro Leu Ala -Leu Leu 

180 

egg ggg gee etc tac 
Arg Gly Ala Leu Tyr 
195 



gag gcg gaa gee etc 
Glu Ala Glu Ala Leu 
200 



gtc cac ceg cec 624 

Val His Pro Pro 

205 



Leu Ser Bis Leu Pro 
210 



gag ego gcc otg ago gag goo gtg aoo otc 672 
Glu Arg Ala Leu Ser Glu Ala Val Thr Leu 
215 220 



ctg gtg gcg ggc cac gag acg gtg gcg age gcc etc ace tgg tec ttt 720 
Leu Val Ala Gly His Glu Thr Val Ala Ser Ala Xieu Thr Trp Ser Phe 
225 230 235 240 



etc otc etc tec cao cgc cog gao tgg cag aag egg gtg gco gag ago 768 
Leu Leu Leu Ser His Arg Pro Asp Trp Gin Lys Arg Val Ala Glu Ser 

245 250 



gag gag gcg gee etc gcc gee ttc cag gag gee ctg agg etc tac cec 816 
Glu Glu Ala Ala Leu Ala Ala Phe Gin Glu Ala Leu Arg Leu Tyr Pro 

260 265 270 



cec gcc tgg ate etc ace egg agg etg gaa agg cec etc etc ctg gga 864 
Pro Ala Trp He Leu Thr Arg Arg Leu Glu Arg Pro Leu Leu Xjeu Gly 
275 280 285 



gag gac egg etc oco ocg ggc acc aoo ctg gtc otc too 
Glu Asp Arg Leu Pro Pro Gly Thr Thr Leu Val Leu Ser 
290 295 300 



tac gtg 912 
Tyr Val 



acc cag agg etc cac ttc cec gat ggg gag gcc tto egg cec gag cgc 960 
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Thr Gin Arg Leu His Fhe Pro Asp Gly GXu Ala Fhe Arg Pro Glu Arg 
305 310 315 320 



ttc ctg gag gaa agg ggg acc cc^ teg ggg 
Phe Leu Glu Glu Arg Gly Thr Pro Ser Gly 

325 330 



ttiG ccc t,t,t, ggc .1008 
Tyr Phe Pro Phe Gly 

335 



ctg ggg cag agg 
Leu Gly Gin Arg 

340 



tgc ctg ggg egg gac ttc gcc etc etc gag ggc 1056 
Pys Leu Gly Arg Asp Phe Ala Leu I«eu Glu Gly 

345 350 



cce ate gtc etc agg gcc ttc ttc cgc cgc ttc cgc eta gac ccc etc 1104 
Pro lie Val Leu Arg Ala Phe Phe Arg Arg Phe Arg Leu Asp Pro Leu 
355 360 365 



ceo ttc ccc egg gtc oto gcc cag gtc acc ctg agg 
Pro Phe Pro Arg Val Leu Ala Gin Val Thr Leu Arg 
370 375 380 

ott ccc gcg egg cot agg gag gag gtg egg gcg tga 
Leu Pro Ala Arg Pro Arg Glu Glu Val Arg Ala 

390 



gaa ggo ggg 1152 
Glu Gly Gly 



1188 



<210> 4 
<211> 395 
<212> PRT 
<213> KQnstlicshe 

<223> Beschreibung der Mnstlidhen Sequenz :K-tezsiinal 
his tagged 

<400> 4 

Met His His His His His His Lys Arg Leu Ser Leu Arg Glu Ala 
1 5 10 15 

Pro Tyr Leu Lys Asp Leu Gin Gin Asp Pro Leu Ala Val Leu I«u 

20 25 30 

Trp Gly Arg Ala His Pro Arg Leu Phe Leu Pro Leu Pro Arg Phe 
35 40 45 

Leu Ala Leu Xle Phe Asp Pro Glu Gly Val Glu Gly Ala Leu Leu Ala 
50 55 . 60 

Glu Gly Thr Thr Lys Ala Thr Phe Gin Tyr Arg Ala Leu Ser Arg Leu 
65 70 75 80 

Thr. Gly Arg Gly Leu Leu Thr Asp Trp Gly Glu Sec Trp Lys Glu Ala 

85 90 95 



Arg Lys Ala Leu Lys Asp Pro Phe Leu Pro Lys Asn Val Arg Gly 

idO • - 105 110 

Arg Glu Ala Met Glu Glu Glu Ala Arg Ala Phe Phe Gly Glu Trp 
115 120 125 



Gly Glu Glu Arg Asp Leu Asp His Glu Miat Z«ett Ala Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Leu Leu Gly Arg Ala Leu Phe Gly Lys Pro Leu Ser Pro Ser Leu Ala 
145 150 155 160 
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61u His Ala lieu I<ys Ala Leu Asp Arg lie Met Ala Gin Thr Arg Ser 

165 170 175 

Pro Xieu Ala Leu Leu Asp Leu Ala Ala 61u Ala Arg Phe Arg Lys Asp 

180 .185 190 

Arg Gly Ala Leu Tyr Arg Glu Ala Glu Ala Leu lie Val H±s Pro Pro 
195 200 205 

Leu His Leu Pro Arg Glu Arg Ala Leu Ser Glu Ala Val Thr Leu 
210 215 220 

Leu Val Ala Gly His Glu Thr Val Ala Ser Ala Leu Thr Trp Ser Phe 
225 230 235 240 

Leu Leu Leu Ser His Arg Pro Asp Trp Gin Lys Arg Val. Ala ciu Ser 

245 250 255 

Glu Glu Ala Ala Leu Ala Ala Phe Gin Glu Ala Leu Arg Leu Tyr Pro 

260 265 270 

Pro Ala Trp lie Leu Thr Arg Arg Leu Glu Arg Pro Leu Leu Leu Gly 
275 280 285 

Glu Asp Arg Leu Pro Pro Gly Thr Thr Leu Val Leu Ser Pro Tyr Val 
290 295 300 

Thr Gin Arg Leu His Phe Pro Asp Gly Glu Ala Phe Arg Pro Glu Arg 

--305-— 310 . • 315- 320 

Phe Leu Glu Glu Arg Gly Thr Pro Ser Gly Arg Tyr Phe Pro Phe Gly 

325 330 335 

Leu Gly Gin Arg Leu Cys Leu Gly Arg Asp Phe Ala Leu Leu Glu Gly 

340 345 350 

Pro lie Val Leu Arg Ala Phe Phe Arg Arg Phe Arg Leu Asp Pro Leu 
355 360 365 

Pro Phe Pro Arg Val Leu Ala Gin VslL Thr Leu Arg Pro Glu Gly Gly 
370 375 380 

Leu Pro Ala Acg Pro Arg Glu Glu Val Arg Ala 
385 390 395 



<210> 5 
<211> 1188 
<212> DNA 

<213> Kuxxstiliche Seqiienz ■ 
<220> 

<221> miscjfeature 
<222> (1168) . . (1185) 
<223> His tag 

<220> 

<223> Beschreil>ung der kunstlichen Sequens : C- terminal 
His-tagged 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..<1188} 

<400> 5 

atg* aag cgc ctt tec cbg agg gag gcc tgg ccc tac ct:g aaa gac etc 
Met I«ys Arg Leu Ser Leu Arg Glu Ala Trp Pro Tyr Leu Lys Asp Leu 
1 5 10 15 



48 



cag caa gat ccc etc gcc gtc ctg ctg gcg tgg ggc egg gcc cac ccc 96 
Gin Gin Asp Pro Leu Ala Val Leu Leu Ala Trp Gly Arg Ala His Pro 

20 25 30 

egg etc tto ctt ccc ctg ccc ego ttc ccc ctg gcc ctg ate ttt gao 144 
Arg Leu Phe Leu Pro Leu Pro Arg Phe Pro Leu Ala Leu lie Phe Asp 
35 40 45 

ccc gag ggg gtg gag ggg gcg etc etc gcc gag ggg ace acc aag gcc 192 
Pro Glu Gly Val Glu Gly Ala Leu Leu Ala Glu Gly Xhr Xhr Lys Ala 
50 55 60 

acc ttc cag tac egg gee etc tec cgc etc acg ggg agg ggc etc etc 240 
Thr Phe Gin Tyr Arg Ala Leu Ser Arg Leu Thr Gly Arg Gly Leu Leu 
65 70 75 80 

acc gao tgg ggg gaa age tgg aag gag gcg ogc aag gcc etc aae. gac 288 
Thr Asp Trp Gly Glu Ser Trp Lys Glu Ala Arg Lys Ala Leu liys Asp 

85 90 95 



ccc ttc ctg ccg aag aac gtc cgc ggc tac egg gag gcc atg gag gag 
Pro Phe Leu Pro Lys Asn Val Arg Gly Tyr Arg Glu Ala Met Glu Glu 

100 105 110 



336 



gag goc egg gcc ttc tto ggg gag tgg 
Glu Ala Arg Ala Phe Phe Gly Glu Trp 
115 120 



ggg gag gag egg 
Gly Glu Glu Arg 
125 



gac otg 384 



gac cac gag atg etc gcc etc tec ctg ego etc etc ggg egg gcc etc 
Asp His Glu Met Leu Ala Leu Ser Leu Arg Leu Leu Gly Arg Ala Leu 
130 135 140 



432 



tto ggg aag ccc etc tec oca age etc gcg gag cac gcc ctt aag gcc 
Phe Gly Lys Pro Leu Ser Pro Ser Leu Ala Glu His Ala Leu Lys Ala 
145 150 155 160 



480 



ctg gac egg ate atg gcc cag acc 
Leu Asp Arg lie Met Ala Gin Thr 

165 



age ccc ctg gcc etc ctg gac 
Ser Pro Leu Ala Leu Leu Asp 
170 175 



528 



ctg gcc gcc gaa gcc cgc ttc egg aag gac egg ggg gcc etc tac cgc 
Leu Ala Ala Glu Ala Arg Phe Arg Lys Asp Arg Gly Ala Leu Tyr Arg 

180 185 190 



576 



gag gcg gaa gcc etc ate gto cac ccg ceo etc tec cac ctt ccc cga 
Glu Ala Glu Ala Leu lie Val His Pro Pro Leu Ser His Leu Pro Arg 
195 200 205 



624 



gag cgc gcc ctg age gag gcc gtg acc etc ctg gtg gcg ggc cac gag 
Glu Arg Ala . Leu Ser Glu Ala Val Thr Leu Leu Val Ala Gly His Glu 
210 215 220 



672 
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acg gtg gcg age gcc etc acc tgg tec ttt etc etc etc tec cae cgc . 720 
Thr Val Ala Ser Ala Leu Zhr Trp Ser Phe Leu Leu Leu Ser His Arg 
225 230 235 240 

ccg gac tgg cag aag egg gtg gcc gag age gag gag gcg gcc etc gcc 768 
Fro Asp Txp Gin Lys Arg Val Ala Glu Ser 61u 61u Ala Ala Lea Ala 

245 250 255 

gcc ttc cag gag gcc ctg agg etc tac ccc ccc gcc tgg ate etc acc 816 
Ala Phe Gin Glu Ala Leu Arg Leu Tyr Pro Pro Ala Tzp lie Leu Thr 

260 265 270 



egg agg ctg gaa agg ccc etc etc ctg gga gag gac egg etc ccc ccg 864 
Arg Arg Leu Glu Arg Pro Leu Leu Leu 61y Glu Asp Arg Leu Pro Pro 
275 280 



ggo acc acc ctg g-tc etc tec ceo tac gtg acc cag agg cto oac ttc 9X2 
Gly Thr Thr Leu Val Leu Ser Pro Tyr VaX Thr Gin Arg Leu His Phe 
290 295 300 



gag gcc ttc egg ccc gag cgc ttc ctg gag gaa agg ggg 960 
-Pro . Asp. Gly Glu Ala.Phe .Arg..ProlGlu Arg .PheJLeu Glu Glu Arg Gly 
305 310 315 320 

ace cct teg ggg cgc tac ttc ccc ttt ggc ctg ggg cag agg etc tgc 1008 
Thr Pro Ser Gly Arg Tyr Phe Pro Phe Gly Leu Gly Gin Arg Leu Cys 

330 335 



ctg ggg egg gac 
Leu Gly Arg Asp 

340 



goo etc etc gag ggc 
Ala Leu Leu Glu Gly 

345 



ato gtc cto agg gcc 1056 
lie Val Leu Arg Ala 
350 



ttc ttc cgc cgc ttc cgc eta gac ccc etc ccc ttc ccc egg gtc etc 1104 
Phe Phe Arg Arg Phe Arg Leu Asp Pro Leu Pro Phe Pro Arg Val Leu 

360 365 



gcc cag gtc acc ctg agg ccc gaa ggc ggg ctt ccc 
Ala Gin Val Thr Leu Arg Pro Glu Gly Gly Leu Pro 
370 375 380 



gag gag gtg egg gcg cat 
Glu Glu Val Arg Ala His 

390 



eat cat eat cae 
His His His His 

395 



1188 



<210> 6 
<211> 395 
<212> PRT 

<213> KQmstliche Sequent 
<223> Beschreibung der 
His-tagged 

<400> 6 

Met Lys Arg Leu Ser Leu 
1 5 



Sequenz : C-texainal 



Glu Ala Trp Pro Tyr Leu Lys Asp Leu 
10 15 



Gin Gin Asp Pro Leu Ala Val Leu Leu Ala Tzp Gly Arg Ala His Pro 

20 25 30 



Arg Leu Phe Leu Pro Leu Pro Arg Phe Pro Leu Ala Leu lie Phe Asp 
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35 



40 



45 



Pro Glu Gly Val Glu Gly Ala Zieu Leu Ala Glu Gly Thr Thr Lys Ala 
50 55 60 

Thr Phe Gin Xyr Arg Ala Zieu Ser Arg Leu Thr Gly Arg Gly Leu Leu 
65 70 75 80 

Thr Asp Trp Gly Glu Ser Txp Lys Glu Ala Arg Lys Ala Leu Lys Asp 

85 90 95 

Pro Phe Leu Pro Lys Asn Val Arg Gly Tyr Arg Glu Ala Met Glu Glu 

100 105 110 . 

Glu Ala Az-g Ala Phe Phe Gly Glu Trp Arg Gly Glu Glu Arg Asp Leu 
lis 120 125 

Asp His Glu Mat Leu Ala Leu Ser X«eu Arg Leu Leu Gly Arg Ala Leu 
130 135 140 

Phe Gly Lys Pro Leu Ser Pro Ser Leu Ala Glu Hxs Ala Leu Lys Ala 
145 150 155 160 



Leu Asp Arg lie M^l: 

165 



Gin Thr ~Arg Ser 

170 



Leu Ala Leu Leu 

175 



Leu Ala Ala Glu Ala 

180 



Phe Arg Lys Asp 
185 



Gly Ala Leu 7yr 
190 



Glu Ala Glu Ala Leu Xle Val His Pro 
195 200 



Leu Ser His Leu Pro Arg 
205 



Glu Arg Ala Leu Ser Glu Ala Val Thr 
210 215 



Leu Val Ala Gly His Glu 
220 



Thr Val Ala Ser Ala Zieu Thr Tzp Ser Phe Leu Leu Leu Ser His Arg 
225 230 235 240 



Pro Asp Trp. Gin Lys Arg Val Ala Glu Ser Glu Glu Ala Ala lieu Ala 

245 250 



Ala Phe Gin Glu Ala Leu Arg I«eu Tyr Pro Pro Ala Trp Xle Leu Thr 

260 265 270 



Arg Arg Leu Glu Arg 
275 



Leu Leu Gly Glu Asp Arg Leu Pro Pro 
280 285 



Gly Thr Thr Leu Val 
290 



Pro Tyr Val Thr Gin Arg Leu His Plie 

300 



Pro Asp Gly Glu Ala Phe Arg Pro Glu Arg Phe Leu Glu Glu Arg Gly 
305 310 315 320 

Thr Pro Ser Gly Arg Tyr Phe Pro Phe Gly Leu Gly Gin Arg Leu Cys 

325 . 330 335 

Leu Gly Arg Asp Phe Ala Leu Leu Glu Gly Pro Xle Val Leu Arg Ala 

340 345 350 



Phe Phe Arg Arg Phe Arg Leu Asp Pro Leu Pro Phe Pro Arg Val Xieu 
355 360 365 
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Ala Gin Val Thr Leu Arg Pro Glu Gly Gly Leu Pro Ala Arg Pro Arg 
370 375 380 

Glu Glu Val Arg Ala His His His His His His 
385 390 395 



<210> 7 
<211> 30 
<212> DUA 

<213> Kuns'bliche Sequens 
<220> 

<223> Bescbreibung der kunstllohen Seguenz : PCR-Primer 
<400> 7 - 

cgaagctcat atgaagcgcc tttccctgag 30 



<210> 8 
<211> 30 

"<:2125^~DNA~ ~ 

<213> Kunstliche Sequens 

<220> 

<223> Beschreibung der ktostlldhen Seguens : PCR-Primer 

<400>^8 _J 

~gcgaa€ticac gobcgcacot cctccctiagg ~ . 30 



<210> 9 
<211> 42 
<212> DNA 

<213> KtjinstJ.lche Seguens 
<220> 

<223> Bescbreibung der kunstlicben Sequenz : PCR-Primer 
<400> 9 

cgaagctcat al^gcatcacc a'tca'tcatea caagcgcctt to . 42 

<210> 10 
<211> 42 
<212> DNA 

<213> Kiinstllche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der klanstlichen Sequenz : PCR^-Primec 
<400> 10 

cggaattcag tgatgatgat ggtgatgcgc ccgcacctce to 42 
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P450 BM3 
P450 thermus 



P450 BM3 
P450 thexmus 



P450 BM3 
P450 thermus 



P450 BM3 
P450 thermus 



P450 BM3 
P450 thermus 



P450 BM3 — 
P450 thermus 



1/2 

Fig.l 

TIKEMPQPKTFGELKNLPLLNTDKPVQALMKIADELGEIFKFEAPGRVTRyLSSQRLIKE 60 

-MKRLSLREAWPYLKDLQQD PIAVLLAWGRAHPRLPLP1PRFPLM.IFDPE-GVE6 54 

::: **:* *: .*: . ... , .... .7* 

• •••• «J 

ACDESRFDKNLSQAIJCFWDFAGDGLFTSWTHEKNWKKAfiNILLPSFSQQA^ 120 
ALIJ^GTTKATFQYRALSR-LTGRGLLTDWG-^ESWKEARKALKDPPL^^ HI 

DI AVQLVQKWERLNADEHIEVPEDMTRLTLDTIGLCGFNYRFNS mOQPHPFITSMVRA 180 
EEARAFFGEWR GEERDLDHEmALSLRLLGRALFGKPLSPSLAEH ALKA 1 60 

LDEAMNKLQRANPDDPAYDENKRQPQEDIKVMNDLVDKIIADRKASGEQSDDLLTHMLNG 240 
LDRIMAQTR-SPIALLDLAAEARFR K^-DRGALYREAEALIVHPPLS 204 

• • • • • • • 

KDPETGEPLDDEmRY0I ITBXIA6HETTS GLLSFALyrT.vtCNPt.vT^^i>nPF,>^PVI^VP 300 
HLP RERM.SEAVTLLVAGHETVASALTWSFI,LI,SHRPDWQKRVAESEEAALAA 257 



• * 



•••• in 



-PVPSVKQVKQIJCYVGMVLNEAIJILWPTAPAFSLYAKEOTVI/;GEYPI£KGDEI^ 360 

•FQEALRLYPPAWILTRRLERPLLLG-EDRLPPG-TTLVLSPYV 298 

: : : . : ** * ♦ * .** * . 



P450 BM3 
P450 thermus 



P450 BM3 
P450 thermus 



HRDKTlWGDDVEEFRPERm^PSAIPQHAF KPFGNGORAq TGmFAT.pp&TT.VTrn^iMTvtf 42O 

TQRLHFP--DGEAFRPERFI^ERGTPSGRYFPFGI^RLCW3RDFALli:GPIVLRAFFRR 356 
: : .♦ * : . *. . *** ♦ .... 

•••• 

FDFEDHTNYELDIKETLTLKPEGFWKAKSKKIPLGGIPS-PSTEQSAKKVR 471 

FRLDPLP— FPRVLAQVTLRPE GGLPARPREEVRA 389 

* . : ;**:*♦ **:♦: * * ♦ 
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